Потенциальная однокомпонентная вакцина широкого спектра действия на основе фрагментов рекомбинантной IgA1 протеазы N. Meningitidis by Прокопенко, Ю.А. et al.
90 
 
Таблица – Концентрация интерлейкина-6, интерлейкина-8 и миелопероксидазы (нг/мл) в 
надосадочной жидкости после воздействия на цельную кровь гликопротеина, зимозана и 
олигопептида 
 
Наименование 
Интерлейкин-6 
(пг/мл) 
Интерлейкин-8 
(пг/мл) 
Фактор некроза  
опухоли- альфа (пг/мл) 
Гликопротеин 421,15* 
(295,34;602,85) 
462,30* 
(358,29;512,55) 
586,59* 
(411,18;582,36) 
Зимозан 378,06* 
(329,18;592,12) 
361,04* 
(326,85;406,25) 
158,27 
(125,39;178,01) 
Физ. 
р-р  
4,23 
(0,00;12,87) 
6,32 
(1,32;9,24) 
15,46 
(5,39;36,99) 
Олигопептид 
f-Met-Lys-Phe 
27,56 
(3,09;42,71) 
37,68 
(15,02;63,21) 
64,30 
(0,00;16,88) 
*– результаты достоверны в сравнении с контролем (критерий -Манн-Уитни) 
 
Полученные на данном этапе результаты исследований свидетельствуют об отсут-
ствии достоверных изменений в концентрации цитокинов после воздействия синтетиче-
ского олигопептида (N-формил-L-метионил-L-лизил-L-фенилаланин) на клетки крови. 
Возможно, сериновые протеазы крови разрушают олигопептид, препятствуя осуществле-
нию активационного сигнала. Следовательно, необходимо провести дополнительную мо-
дификацию олигопептида с целью защиты соединения от воздействия протеолитических 
ферментов.  
Таким образом, выделенный из клеточной стенки дрожжей гликопротеин, может 
быть рекомендован в качестве лиганда для иммуномодуля, который в дальнейшем можно 
будет использовать у пациентов с хроническими гнойными инфекциями для активации 
клеточного иммунитета и подавления микроорганизмов в очаге инфекции. 
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Бактериальный менингит относится к группе социально опасных заболеваний и ха-
рактеризуется тяжелым течением, многочисленными осложнениями и высокой смертно-
стью. Заболевание сложно диагностируется на ранних стадиях и тяжело поддается лече-
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нию. Оптимальным и наиболее эффективным методом борьбы с инфекцией является вак-
цинация.  
Основными возбудителями бактериального менингита являются Neisseria 
meningitidis, Haemophilus influenzae и Streptococcus pneumonia, которые составляют более 
90% от всех случаев заболеваний. В настоящее время в медицинскую практику внедрены 
полисахаридные вакцины против менингококков серогрупп А, С, Х, Y и W [1], а также 
созданная в последнее время на основе поверхностных белков патогена поликомпонент-
ная вакцина против менингококка серогруппы В [2]. Однако все эти вакцины имеют, как 
правило, узкую направленность против конкретного возбудителя инфекции. Чтобы обес-
печить защиту от всего многообразия циркулирующих и непрерывно мутирующих штам-
мов менингококка, требуется создание монокомпонентной вакцины широкого спектра 
действия. 
Бактериальная IgA1 протеаза, секретируемая рядом грамотрицательных (N. 
meningitidis, N. gonorrhoeae, H. influenzae) и некоторыми грамположительными (S. 
pneumoniae, S. sanguis, S. oralis) бактериями [3-8], будучи одним из основных факторов 
вирулентности этих инфекций [9], может являться одним из перспективных протективных 
антигенов для создания монокомпонентной противоменингококковой поливакцины [10]. 
IgAl протеазы, протеолитические ферменты ряда патогенных бактерий, высокоспе-
цифичны в отношении иммуноглобулина А1 (IgAl) высших приматов. Расщепляя секре-
торные IgAl антитела на поверхности слизистых оболочек человека, эти ферменты разру-
шают первую линию иммунной защиты, что способствует колонизации бактериями сли-
зистой оболочки и проникновению их во внутреннюю среду организма. Таким образом, 
нейтрализация IgA1 протеаз на этой стадии инвазии может являться препятствием для 
развития инфекции, затрудняя адгезию бактерий на поверхности слизистой оболочки. Вы-
сокая гомология сериновых IgA1 протеаз грам-отрицательных бактерий, а также выра-
женная иммуногенная и протективная активность IgA1 протеаз из N. meningitidis в отно-
шении менингококков трех основных эпидемических серогрупп А, В и С [11-13] позволя-
ет надеяться на возможность создания универсальной вакцины против всех представите-
лей этой инфекции. 
Ранее нами было показано, что IgA1 протеаза, выделенная из живой культуры ме-
нингококка серогруппы А, рекомбинантная IgA1 протеаза N. meningitidis серогруппы В и 
рекомбинантные белки на основе фрагментов этого фермента эффективно защищают ла-
бораторных животных от заражения менингококком различных серогрупп [11-17].  
Для поиска и выбора протективных антигенов на основе структуры IgA1 протеазы 
N. meningitidis серогруппы В нами была разработана методология поиска фрагментов это-
го фермента, потенциально обладающих протективными свойствами в отношении менин-
гококковой инфекции. Методология включала анализ данных об информационной струк-
туре белков [18], гомологии IgA1 протеаз различных бактерий, локализации иммуноак-
тивных участков, важных для индукции иммуногенного действия, а также учитывала фи-
зическо-химические свойства потенциальных белковых фрагментов. 
На основе генома менингококка серогруппы В штамм Н44/76 были сконструирова-
ны соответствующие рекомбинантные ДНК, созданы штаммы-продуценты выбранных 
структур, разработаны методы выделения и очистки рекомбинантных белков, содержащих 
один или несколько фрагментов первичной структуры фермента, получены препараты но-
вых рекомбинантных белков, исследованы их иммуногенные и протективные свойства. 
Был получен набор высокоочищенных рекомбинантных белков на основе фрагмен-
тов IgA1-протеазы с последовательностями MA28–P1004LEH6 (мол. масса 109 kDa), MЕ
135–
Н328LEH6 (мол. масса 23,4 kDa), MW
329–H622LEH6 (мол. масса 33,4 kDa) и MH
835–P1004LEH6 
((мол. масса 19,8 kDa), а также рекомбинантные гибридные белки, состоящие из двух или 
трех соединенных между собой фрагментов различных участков IgA1 протеазы MA28-
P1004LEH6 с мол. массами 59,4 kDa и 34,7 kDa, соответственно [19, 20], и ряд других 
соединений. 
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В экспериментах на животных были исследованы иммуногенные и протективные 
свойства полученных рекомбинантных белков и показано, что T- и B-эпитопы, располо-
женные в N-концевой части аминокислотной последовательности IgA1 протеазы, играют 
важную роль в защите животных от заражения менингококками трех основных серогрупп 
A, B и C. Низкомолекулярный рекомбинантный белок с последовательностью MЕ135–
Н328LEH6 и рекомбинантные гибридные белки, также содержащие N-концевые участки 
аминокислотной последовательности IgA1 протеазы, обладают эффективным протектив-
ным действием в отношении менингококков различных серогрупп, сопоставимым с дей-
ствием высокомолекулярной рекомбинантной IgA1-протеазы MA28–P1004LEH6 [19, 20].   
Также было обнаружено, что иммунизация мышей рекомбинантной IgA1 протеазой 
N.meningitidis и некоторыми рекомбинантными белками на основе фрагментов этого фер-
мента защищает животных не только от смертельного заражения живыми вирулентными 
культурами N. meningitidis серогрупп А, В и С, но и S. pneumoniae некоторых серотипов. В 
сыворотках кроликов, иммунизированных убитыми культурами пневмококков различных 
серотипов, выявлены антитела, связывающиеся с исследованными белками. Указанные 
сыворотки, защищали интактных мышей-реципиентов от смертельного заражения живой 
вирулентной культурой N. meningitidis серогруппы В [21].  
Полученные результаты, позволяют рассматривать созданные нами рекомбинант-
ные белки на основе фрагментов IgA1-протеазы в качестве перспективных кандидатов 
универсальной менингококковой вакцины. 
 
Работа выполнена при финансовой поддержке Российского Научного Фонда (про-
ект № 14-50-00131 от 26.12.14) и Программы Президиума РАН «Фундаментальная наука 
– медицине» (2012-2014). 
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Введение. Существует ряд заболеваний (системная красная волчанка, пиело- и 
гломерулонефрит, дилатационная кардиомиопатия), патогенез которых связан с гипер-
продукцией аутоиммунных антител класса G. 
В терапии данных заболеваний успешно применяется экстракорпоральный метод с 
использованием специфических иммуносорбентов [1]. 
Биоспецифическая сорбция применима для удаления из биологических жидкостей 
(плазмы, лимфы, крови) целевых токсических биомолекул различной молекулярной мас-
сы и природы при аутоиммунных, аллергических и др. заболеваниях. 
Данный метод основан на элиминации объектов, участвующих в патологической 
цепи развития заболевания. В качестве удаляющего компонента используются биоселек-
тивные сорбенты. 
При создании сорбентов одним из ключевых моментов в их разработке является 
выбор лигандов. Главными критериями, которым должны соответствовать лиганды, яв-
ляются стабильность, устойчивость к химической и энзиматической деградации, специ-
фичность к выбранным молекулам - мишеням. 
В данной работе мы предприняли попытки дать оценку функциональным каче-
ствам найденных нами лигандов и их специфичности. 
Материалы и методы. Исследуемые образцы сорбентов представляли собой мат-
рицы с иммобилизованными на них лигандами. В качестве матриц выступали полиэтиле-
новые гранулы с привитой акриловой кислотой и полиакриламидный гидрогель. В каче-
стве лигандов – ди- и трипептиды, содержащие ароматические аминокислоты. 
Оценку связывания полученных образцов сорбентов с IgG проводили иммунофер-
ментным анализом [2]. Для этого в качестве иммуноферментной тест-системы был ис-
пользован набор «IgG общий – ИФА – БЕСТ» фирмы «Вектор Бест» (Новосибирск, Рос-
сия), предназначенный для иммуноферментного определения концентраций общего IgG в 
сыворотке крови и других биологических жидкостях человека. 
Для определения степени связывания полученных сорбентов с Fc-фрагментом об-
щего IgG использовали твердофазный метод иммуноанализа, основанный на принципе 
«сэндвич». 
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